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摘要 : 采用 随机 扩 增 多 态 性 DNA (RAPD) 技术 ， 对 泥 蛙 在 福建 以 南 (广东 汕头 和 湛江 ) 和 福建 以 北 ( 浙 
江 温 岭 和 韩国 ) 种 群 (分 别 合 称 南 方 类 群 和 北方 类 群 ) 做 了 遗传 分 化 研究 。 由 筛选 出 的 20 个 随机 引物 共 获 得 
103 个 清晰 可 辨 的 RAPD 标记 ， 扩 增 片段 长 度 在 250 ~ 2 500 bp。 汕 头 种 群 与 湛江 种 群 ， 韩 国 种 群 与 温岭 种 群 之 
间 的 最 小 遗传 距离 分 别 为 0.0612 和 0.0692， 而 南 、 北 类 和 群 间 的 遗传 距离 却 在 0.3261 ~ 0.4511。 类 群 间 近 交 系 
数 也 大 于 类 群 内 。NJ 和 UPGMA 法 构建 的 系统 树 均 显 示 汕 头 种 群 、 湛 江 种 群 首先 聚 在 一 起 ， 再 与 温岭 种 群 和 韩 
国 种 群 聚合 ， 说 明 两 个 类 群发 生 了 较 明 显 的 遗传 分 化 ， 估 计 与 地 理 隔 离 有 关 。 
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RAPD Analysis on Intra-species Differentiation of 
Tegillarca granosa Populations to the South and 
North of Fujian Province 
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Abstract: The random amplified polymorphic DNA (RAPD) technique was applied to analyze intra-species differen- 
tiation among Tegillarca granosa populations distributed to the south and north of Fujian province. Samples were collected 
from the south (Shantou and Zhanjiang in Guangdong province) and the north (Wenling in Zhejiang province, and Kore- 
a), and defined as the representatives of the southerm populations (SP), and northem populations (NP), respectively. 
Amplified with 20 random primers, we acquired 103 distinguished RAPD loci, ranging from 250 bp to 2 500 bp in size. 
The least genetic distance between SP and NP was 0.3261 - 0.4511, while that within the populations of NP or SP was 
only 0.0612 -0.0692, The inbreeding coefficient ( Fs) between SP and NP was also larger than that within SP and NP. 
Using NJ and UPGMA methods, we also found the nearest phylogenetic relationship consistently occurred within the popu- 


lations of the SP or NP. A significant intra-species genetic differentiation has occurred between SP and NP, probably due 
to the geographical isolation between the populations. 


Key words: Tegillarca granosa; RAPD; Wenling population; Korea population; Shantou population; Zhanjiang 
population; Phylogenetic relationship 


泥 遇 (Tegzliarca granosa Linnaeus) 是 浙江 省 重 ”福建 以 北 ( 包 括 福建 ) 泥 出 和 福建 以 南 的 广东 地 区 沿 
要 的 海水 养殖 贝 类 ,经 济 意义 十 分 巨大 (Wu et al， ” 海 泥 出 存在 差异 :在 形态 上 ,后 者 壳 前 端 较 尖 , 壳 厚 
2001)。 人 们 在 泥 蜡 养殖 和 育苗 的 生产 实践 中 发 现 ， ”上 度 较 薄 , 外 形 比 较 扁平 ,不 膨胀 ;前 者 壳 的 颜色 上 略 带 
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黄色 ,而 后 者 则 相对 较 淡 。 在 血 量 和 血色 上 ,后 者 血 
量 少 ,血色 淡 。 此 外 ,后 者 一 般 性 成 熟 早 。Zhang et 
al(2002) 对 广西 北海 .浙江 乐清 湾 和 山东 乳山 湾 的 3 
个 野生 种 群 和 2 个 养殖 种 群 泥 蜡 肉 的 营养 成 分 分 析 
后 发 现 ,福建 以 北 泥 临 与 福建 以 南 泥 几 在 多 种 营养 
成 分 的 含量 上 也 存在 较 大 差异 。 据 此 , 仍 将 两 者 视 
为 同一 个 种 的 不 同 地 理 种 群 是否 恰 当 , 值 得 进一步 
分 析 和 研究 。Li et al(2003) 对 韩国 签 山 山东 荣成 、 
浙江 温岭 .浙江 奉化 和 福建 福 易 $ 个 地 理 种 群 的 
RAPD 研究 结果 表明 ,福建 以 北 泥 蜡 5 个 地 理 种 群 
无 明显 分 化 ,从 一 个 侧面 证 实 了 福建 以 北 的 泥 蜡 可 
能 为 一 个 亚 种 的 推测 。 本 文 在 此 基础 上 再 利用 
RAPD 技术 研究 了 福建 以 南 泥 蜡 的 遗传 结构 ,从 分 
子 水 平 评估 了 福建 南北 两 个 种 群 的 遗传 分 化 现状 ， 
为 下 一 步 泥 虹 遗 传 育 种 工作 中 的 新 品种 筛选、 建立 
优 和 良品 系 提供 理论 依据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材料 与 试剂 

实验 所 需 样品 分 别 取 自 浙江 温岭 、 韩 国 签 山 、 
广东 湛江 和 汕头 。 每 个 种 群 的 个 体 数 量 为 30 ~ 40 
个 。 活 体 低 温 保 存 运 回 实验 室 ，- 70 乞 超 低温 冰 
箱 保 存 备用 。 

DNA 提取 所 用 三 羟 甲 基 氮 基 甲 煤 (Tris)、 十 
二 烷 基 硫酸 钠 (SDS) 购 自 上 海 生 工 生物 工程 技术 
服务 有 限 公 司 ; PCR 反应 试剂 (不 含 随机 引物 )、 
和 蛋白酶 K 均 购 自 大 连 TAKARA 公司 ， 其 他 试剂 均 
为 AR 级 ， 购 自 宁 波 奥博 科学 仪器 有 限 公司 。 
1.2 方法 
1.2.1 基因 组 DNA 的 提取 ”对 每 个 种 群 不 分 个 体 
大 小 随意 抽取 24 个 个 体 ， 剪 下 闭 壳 肌 组 织 约 100 
mg 用 于 基因 组 DNA 的 提取 。 提 取 方 法 参照 Li et al 
(2003)。 
1.2.2 随机 引物 实验 所 用 的 20 个 随机 引物 是 从 
上 海 生 工 生 物 工程 技术 服务 有 限 公 司 合成 的 100 个 
引物 中 筛选 出 来 的 ， 引 物 序列 略 。 
1.2.3 PCR 反应 基因 组 DNA 扩 增 在 PE9600 
PCR 扩 增 仪 上 进行 。25 pL 反应 体系 中 含有 2.5 pL 
10 x buffer、0.2 ymol/L dNTPs、 2.5 mmol/L MgCl;、 
25 ng DNA、66 ng Primer 及 1 U Taqase。 阴 性 对 照 
以 等 体积 的 ddH20 替代 基因 组 DNA， 其 他 组 成 与 
上 述 反 应 体系 相同 。 经 过 94 所 变性 5 min 后 ; 94 
TC 变性 1 min，37 乞 退 火 1 min，72 和 延伸 2 min， 





运行 40 个 循环 ; 最 后 在 72 % 延伸 10 min。 扩 增产 
物 用 1.3% 琼 脂 糖 凝 胶 电 泳 分 离 ，EB 染色 (Jin & 
Li，1993)， 上 海 复 日 凝 胶 成 像 系 统 下 观察 、 拍 照 。 
1.2.4 数据 处 理 ”电泳 后 清晰 可 辨 的 扩 增 条 带 记 
录 为 “1”， 相 应 位 置 无 扩 增 带 的 则 记 为 “0”， 参 照 
Nei & Li (1979) 的 遗传 距离 公式 计算 ,利用 
PHYLIP3.5$ 的 GENDIST 程序 ， 计 算 种 群 间 的 遗传 
相似 性 指数 户 = 2Nxy/ (Nx + Ny) 和 遗传 距离 D 
=1- 下 ， 其 中 xy 代表 X，Y 两 个 个 体 共有 的 扩 增 
带 ，Nx、Nr 是 X 与 了 个 体 各 自 所 有 的 扩 增 带 。 

种 群 间 的 近 交 系数 (Fst) 和 有 效 繁殖 亲本 数 
(Nem ) 根据 Wrights (1978) 的 公式 Fst = o2q/gp 
计算 ， 其 中 p 和 9 为 平均 基因 频率 ，o?g 为 基因 频 
率 方差 , odqg = 站 (gi - gqg)*/n。 以 纯 合 隐 性 个 体 
( 即 对 应 某 一 扩 增 条 带 ， 不 出 现 该 扩 增 带 的 个 体 ) 
频率 的 平方 根来 计算 隐 人 性 等 位 基因 a 的 基因 频率 
gqg， 显 性 等 位 基因 4 的 基因 频率 p=1-g。 

而 Nem = (1/Fst -1) /4，Ne 表示 参与 种 群 
繁殖 的 有 效 个 体 数 ，m 表示 迁移 率 。 

基于 NJ 和 UPGMA 方法 ， 利 用 PHYLIP3.5 软 
件 的 NEIGHBOR 和 DRAWGRAW 应 用 程序 对 4 个 
种 群 的 遗传 距离 进行 聚 类 分 析 并 构建 系统 树 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 泥 虹 4 种群 的 RAPD 结果 

由 20 个 随机 引物 共 获 得 103 个 清晰 可 辩 的 扩 
增 片段 ， 长 度 在 250 ~ 2 500 bp 之 间 。 扩 增 结 果 显 
示 : 同一 引物 ， 福 建 以 北 的 温岭 种 群 与 韩国 种 群 的 
带 型 基本 一 致 ， 主 带 完 全 一 致 ， 福建 以 南 的 湛江 种 
群 与 汕头 种 群 的 带 型 也 基本 一 致 ， 主 带 完全 一 致 ; 
而 福建 南北 两 大 类 群 间 的 带 型 不 同 (图 1)。 同 时 
获得 了 以 福建 为 界 、 区 分 南北 两 大 类 群 的 多 条 特异 
性 条 带 及 4 个 种 群 共 有 的 3 条 主 带 ( 表 1)。 
2.2 泥 蜡 4 种 群 间 的 遗传 结构 分 析 

泥 虹 4 种 群 间 的 遗传 距离 及 遗传 相似 性 指数 见 
表 2， 近 交 系 数 、 有 效 繁殖 亲本 数 统 计 结 果 见 表 3。 
福建 南北 两 类 群 间 的 遗传 距离 在 0.3261 ~ 0.4511 
之 间 ， 是 两 类 群 内 种 群 间 遗传 距离 的 6~7 倍 。 近 
交 系 数 ( Fst ) 与 有 效 繁殖 亲本 数 (Nem ) 也 均 表 
现 为 类 群 间 的 分 化 程度 远 远大 于 类 群 内 种 群 间 的 分 
化 程度 。 
2.3 泥 虹 4 种群 间 的 系统 树 

NJ 和 UPGMA 聚 类 分 析 结 果 见 图 2。 两 种 方法 
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构建 的 系统 树 比较 接近 ， 广 东 湛 江 种 群 和 汕头 种 群 
总 是 首先 聚 在 一 起 ， 表 明 两 种 群 间 有 较 近 的 亲缘 关 
系 。 


3 讨 论 
3.1 福建 南北 泥 虹 的 分 化 问题 

根据 : 遗传 距离 > 0.15 的 两 个 种 群 ， 不 可 
能 是 同一 物种 的 结论 (Thorp，1982); 名 两 种 群 间 
的 Nem 值 < 1 表示 种 群 间 发 生 了 显著 分 化 ，Nem 
在 1~5 发 生 了 重要 分 化 ，> 50 分 化 不 明显 


(Wright，1978); 种 群 间 Fst 在 0~0.05 间 无 遗 
传 分 化 的 理论 (Wright，1978)， 结 合 我 们 的 研究 结 








果 ( 表 1、2、3)， 可 在 分 子 水 平 上 认定 泥 蜡 福建 
南北 两 大 类 群 已 发 生 了 重要 的 遗传 分 化 。 而 以 南 或 
以 北 类 群 内 种 群 加 的 分 化 则 相对 不 明显 ， 这 又 与 
et al (2003) 对 福建 以 北 5 个 种 群 的 RAPD 分 析 结 
果 相 吻合 。 但 南北 两 类 群 究 竞 分 化 到 什么 程度 ， 需 
要 进一步 研究 ， 这 也 是 我 们 下 一 步 的 方向 。 目 前 我 
们 已 经 测定 出 上 述 4 个 种 群 的 ITS2 (internal tran- 
scribed spacer 2) 序列 ， 以 期 能 够 验证 上 述 推论 ， 
查 清 分 化 程度 。 
3.2 ”遗传 分 化 产生 的 可 能 原因 

广东 湛江 种 群 与 汕头 种 群 亲 缘 关 系 较 近 ， 浙 江 
温岭 与 韩国 种 群 亦 然 。 究 其 原因 可 能 是 福建 以 北 泥 


图 1 泥 蜡 4 种 群 随 机 引物 Si98 (A、B、C、D) 和 S197 (E、F、G、H) 


的 RAPD 电泳 图 谱 


Fig.l Electrophoretogram of RAPD band patterns of 4 Tegillarca granosa populations , produced 
by the random primers S198 (A, B, C, D) and $197 (E, F, G, H) 

A, E: 温岭 种 群 (Wenling population); B，F: 韩国 种 群 (Korea population); C，G: 湛江 种 群 (Zhan- 

jiang population); D，H: 汕头 种 群 (Shantou population); M: 入 - Hin d 开 digest DNA Marker. 
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表 1 泥 虹 4 种群 RAPD 的 特异 标记 
Table 1 Specificity marker of RAPD in 4 populations of Tegillarca granosa 








引物 编号 特异 性 产物 大 小 共同 享有 的 种 群 
Primer number Specific product length (bp) Common shared population 

S126 1 000 温岭 和 韩国 
S198 1700 温岭 和 韩国 
S149 400 温岭 和 韩国 
S151 2 800 湛江 和 汕头 
S151 500 温岭 和 韩国 
S152 2 000 温岭 和 韩国 
S152 800 4 个 种 群 

S154 1 950 湛江 和 汕头 
S191 880，1 500 温岭 和 韩国 
S192 540，1 400 温岭 和 韩国 
S197 600 4 个 种 群 

S197 900 温岭 和 韩国 
S198 1 850 温岭 和 韩国 
S198 300 湛江 和 汕头 
S39 980 湛江 和 汕头 
S39 300，600 温岭 和 韩国 
S79 450 4 个 种 群 


表 2 泥岩 4 种 群 间 的 遗传 距离 (下 ) 及 遗传 相似 性 指数 (上) 
Table 2 Genetic distance (below diagonal) and genetic identity (above diagonal) among 4 populations 
of Tegillarca granosa 











温岭 种 群 韩国 种 群 湛江 种 群 汕头 种 群 
Wenling population Korea population Zhanjiang population Shantou population 
温岭 种 群 Wenling population < 0.9388 0.6623 0.5489 
韩国 种 群 Korea population 0.0612 一 0.6739 0.5864 
湛江 种 群 Zhanjiang population 0.3377 0.3261 和 0.9308 
汕头 种 群 Shantou population 0.4511 0.4136 0.0692 一 





表 3 泥 蜡 4 种 群 间 的 近 交 系数 (下 ) 及 有 效 繁殖 亲本 数 (上 ) 
Table 3 Inbreeding coefficient (below diagonal) and available number for reproduction (above diagonal) 
among 4 populations of Tegillarca granosa 








温岭 种 群 韩国 种 群 湛江 种 群 汕头 种 群 
Wenling population Korea population Zhanjiang population Shantou population 
温岭 种 群 Wenling population 一 6.3117 1.9567 2.2766 
韩国 种 群 Korea population 0.0381 一 2.1333 2.6651 
湛江 种 群 Zhanjiang population 0.1132 0.1049 sa 6.3607 
汕头 种 群 Shantou population 0.0989 0.0858 0.0378 一 


蜡 育 苗 的 亲本 基本 上 来 自 于 福建 以 北 地 区 (如 韩国 。 1994; Liu et al，1995)。 在 泥 蜡 的 繁殖 季节 ， 由 于 
和 山东 地 区 ); 而 广东 种 群 上 述 所 有 的 生产 活动 也 ”南海 环流 的 影响 ， 幼 体 不 能 自由 漂流 到 其 他 海域 ， 
是 在 本 地 区 或 海南 、 广 西 等 地 完成 ， 造 成 人 为 的 地 同时 其 他 海域 的 幼体 也 不 能 进入 南海 海域 ， 这 又 形 
理 隔 离 。 其 次 ， 南 海 独特 的 地 理 位 置 和 海底 地 形 使 成 天 然 的 地 理 隔离 。 再 者 ， 受 南海 海域 与 北方 海域 
其 成 为 拥有 最 大 的 热带 半 封 闭 海域 的 边缘 海 ， 具 有 ”气候 条 件 的 影响 ， 南 海 海域 泥 颗 的 繁殖 季节 在 4~5 
与 其 他 海域 不 同 的 复杂 多 变 的 大 洋 环 流 (Fu， 月 和 9 ~ 11 月 ,而 北方 海域 则 在 7 ~ 9 月 (You et al， 
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温岭 Wenling 


韩国 Korea A 


湛江 Zhanjiang 


汕头 Shantou 


湛江 Zhanjiang 


汕头 Shantou 


温岭 Wenling 


韩国 Korea 


2 根据 遗传 距离 用 NJ (A) 和 UPGMA (B) 法 构建 的 泥 量 


4 种群 间 的 系统 树 


Fig.2 Phylogenetic trees based on the genetic distance matrices with the 
methods of NJ (A) and UPGMA (B) 


1999) ， 繁 殖 时 间 不 重 选 又 产生 了 生殖 季节 的 隔离 。 
这 三 重 隔 离 使 得 南北 两 类 群 丧 失 了 必要 的 基因 交 
流 ， 产 生 了 较 大 的 遗传 差异 。 
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